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A 摘要 ”本文 描 述 了 作者 在 研究 低 等 乍 物 着 丝 粒 蛋白 过 程 中 对 免疫 印迹 技术 所 作 的 一 些 疏 
进 ， 
1. 分 离 胺 由 12%SDS RAMAR — REA HE 5% 一 132% (或 15%) 的 线性 梯度 上 胶 ， 使 不 
同 分 子 量 范围 的 蛋白 都 能 得 以 较 好 地 分 离 ; 


2. 用 眼 虫 色素 代替 溴 酚 蓝 作 示 踪 剂 ， 以 能 适时 地 终止 电泳; 
3. 转移 由 400 mA 3.5 h 改 为 200 mA 17 h， 由 冰箱 内 空气 冷却 改 为 流水 党 冷却 ， 提 高 了 


冷却 效率 ; 
4. 对 转移 后 的 硝酸 纤维 素 膜 作 除 SDS 处 理 ; 使 转移 后 的 蛋白 在 一 定 程度 上 得 以 复 性 ， 


5, SOF i BE I7C 或 室温 1 一 2 h 改 为 4 尼 冰 箱 过 夜 ， 降 低 了 本 底 ， 查 高 了 印迹 反应 


的 特异 性 。 
我 们 已 用 改进 后 的 方法 对 一 些 低 等 生物 作 了 一 系列 的 着 丝 粕 蛋白 研究 ， 取 得 了 比较 满意 


的 结果 。 


sen ANTE Ik, WOE py Ak 


A Towbin 等 人 于 1979 年 建立 了 免疫 印迹 技术 〈Towbin ¥. 1979) 后 ， 人 们 在 实验 
中 通常 都 采用 Laemmli 的 SDS-PAGE 技术 (Laemmli, 1970) 和 Towbin 等 人 的 印迹 技 
术 。 但 是 我 们 在 研究 过 程 中 发 现 其 结果 往往 不 稳定 。 为 了 建立 一 个 比较 令 人 满意 的 程序 ， 
我 们 进行 了 一 系列 的 摸索 和 改进 ， 收 到 了 较 好 的 效果 。 
1 初始 方法 
1.1 材料 

人 哈 痛 培养 细胞 Hepi F IRS (Euglena gracilis) 的 SDS 全 细胞 蛋白 样品 。 


1.2 抗体 
一 抗 (ACA 血清 ) ACA 血清 是 自身 免疫 性 疾病 患者 中 串 CREST 综合 症 


吴 传 其 现在 地 址 ， 美国 Texas k, M D Anderson Cancer Center, 2 Pite, Houston. Texas 77030 


* ”通信 必 者 
Ex 1995 年 了 月 23 日 收 到 ，1996 年 3 月 4 日 收回 
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(Calcinosis, #5204: Raynaud’s phenomenon, Æ i Kl: Esophaged dymobility, 
食道 运动 障 得 ; Sclerodactyly，、 指 或 趾 皮 硬化 Telangiectasia， 毛 细 血 管 扩张 性 变异 5 种 
病症 ， 取 每 个 字 的 第 1 个 字母 构成 CREST) 的 进行 性 、 系 统 性 硬 皮 病人 的 含有 抗 着 经 粒 
蛋白 抗体 的 血清 (Anti-Centromene Auto antibodies， 称 为 ACA 血清 )。 本 实验 用 的 
ACA 血清 是 王 未 滑 教 授 实验 室 与 北京 协和 医院 合作 从 国内 硬化 肌 膜 炎 病 人 血清 中 篇 选 出 
的 。 对 照 实验 用 正常 的 人 血清 。 

二 抗 。FITC 标记 的 羊 抗 人 IgG 或 辣 根 过 所 化 物 酶 标记 的 羊 单 抗 人 IgG， 为 北京 生物 
制品 研究 所 或 军事 医学 科学 院 产 品 。 
1.3 溶液 

RAMA RII: 30% ARER-0.8% 7 RARER, ACTH A. 

pea Bee he: 125 mM Tris-HCl (pH6.8)-0.1%SDS. 

4) BS BEB HR: 0.375 M Tris-HCl (pH8.8)-0.1%SDS. 

Ha AR RHE, 0.025 M Tris—0.192 M 甘氨酸 -0.1%6SDS。 

EMM, 10% HIA-2.5%SDS-5%fP HH CB-1.2 mM PMSF, 

Be BE: 50% ZRA- SHRI R250. 

脱色 ， 7%oRHRE. 

硝酸 纤维 素 膜 染 色 液 ，0.1% 氮 基 黑 -45% 甲 醇 -10% 乙 酸 。 

脱色 液 ，45% 甲醇 -10% 乙 酸 。 

SBR. & 20 吧 甲醇 的 电极 液 。 

TBS 液 : 20 mM Tris-HCl (pH7.4)-15 mM NaCl, 

TTBS #: & 0.05%3% 0.1% Tween20 的 TBS W, 

HAE: A 4% MHS TBS 液 。 

TARA: & 4% 脱 脂 奶 粉 的 TTBS H. 

显 色 缓冲 液 ， 在 11.8 ml 100 mM 的 柠檬 酸 三 钠 溶液 中 加 人 8.2 ml 100 mM 的 柠檬 酸 溶 

PTB: 2 BD AK 

显 色 液 ， 在 显 色 缓冲 诸 中 加 和 人 适量 的 联 苯 胺 的 甲醇 贮 液 。 

停 显 液 ，TBS-10 mM EDTA 液 。 
1.4 SDS-PAGE 

SDS-PAGE 基本 按照 Laemmli 的 方法 (Laemmli, 1970), 

电泳 板 规 格 ，125 mm x100 mm x 1.5 mme 

eon Be: RAE 5%，PH6.8， 长 15—20 mm. 

IFAB: E 12%, pH8.8, 

EF: 200—500 ug / Flo 

iik: E., WRR 10 mA; 分 离 胶 20 一 25 mA， 直 至 指示 剂 省 酚 蓝 前 沿 走 到 胶 板 
底线 为 止 。 

固定 与 染色 : 室温 或 37 艺 温 箱 中 过 夜 。 

脱色 ， 在 7% 乙 酸 溶液 里 室温 或 37 已 温 箱 中 脱色 。 
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1.5 印迹 

转移 ，60 V(380—400 mA) h AA, 4C 冰箱 内 进行 。 

TBS H: 3x5 min, HEER, 

封闭 : 37C 1—2 he 

TTBS 洗涤 3x5 min, HH. 

一 抗 (ACA 血清 } BA: 37C 1h RZA 1.5 一 2 ho 

TTBS te: 3x10 min, #3. 

Ete ti: 37C 1h mei 1.5 一 2 ho 

TTBS 洗涤 ， 3x10 min, o 

PLi: 37C 1h 或 室温 1.5 一 2 h。 

TTBS dite: 3x10 min, HH. 

TBS Ht: 3x5 min, Ho 

GA: 20 ml 显 色 液 中 加 适量 联 苯胺 甲醇 贮 液 ， 播 句 ， 放 八 印 迹 膜 ， 加 入 适量 过 氧化 
a, 46. Rich. 

St: BAER, MAE eb 3 一 5 min, HRT, KA. TR 
处 避 光 保 在， 照相 。 
1.6 结果 

印迹 结果 ， 眼 虫 样品 在 约 35 kD 处 有 1 条 反应 很 强 的 带 ， 而 Hep 王 细胞 样品 则 1 条 
Hue Ay. ASE A AA, IRA PFepI 的 许多 蛋白 带 昌 然 转移 上 了 ， 
但 是 量 都 太 少 。 转 移 后 的 凝 胶 染 色 表 明 ， 胶 中 还 有 许多 蛋白 未 转 走 。 


2 改进 实验 


2.1 转移 

上 述 结果 表明 蛋白 质 的 转移 量 不 够 ， 因 此 对 转移 作 如 下 的 修改 。 
2.1.1 Bixee 延长 转移 时 间 

转移 条 件 为 400 mA 恒 流 即 〈60 Y 左右 )，45 冰箱 内 5.5 h。 印 迹 后 有 眼 虫 有 30 kD 和 
35 kD RAM, HeplA 20 kD 左右 的 1 条 带 。 检 查 转 移 后 的 膜 和 胶 块 结果 是 转移 到 膜 上 
的 蛋白 的 量 虽 有 增加 但 还 是 太 少 。 胶 中 有 许多 分 散 蛋 白 扩 散 的 小 点 ， 而 且 膜 急 得 很 利害 。 
这 可 能 是 由 于 转移 大 、 时 间 长 发 热 过 高 所 致 ， 上 应 减少 发 热 。 
2.1.2 第 2 次 实验 ”降低 电流 、 延 长 时 间 

在 4 人 CC 冰箱 内 100 mA 恒 流 10 h 过夜 转 移 。 印 迹 后 眼 虫 只 有 35 kD1 RH, Hepi ih 
为 20 kD 带 (图 1)， 膜 不 镍 ， 发 热 有 所 控制 。 转 移 到 膜 上 的 中 等 分 子 量 及 以 上 的 蛋白 带 
着 色 极 浅 ， 胶 中 还 有 未 转 走 的 蛋白 带 ， 蛋 白 转 移 显 然 不 够 。 应 加 大 电流 或 延长 时 间 ， 但 必 
须 采 取 有 效 的 冷却 措施 。 
2.1.3 第 3 次 实验 ”延长 转移 时 间 、 用 流水 浴 冷 却 

在 实验 中 我 们 发 现 ，4 冰箱 对 转移 模 的 冷却 效果 远 不 如 用 自来水 流水 次 的 冷却 效果 
好 。 因 为 前 者 尽管 漫 度 较 低 《4C )， 但 竺 空气 对 流 ， 散 热 太 慢 。 后 者 温度 虽 不 如 前 者 低 ， 
得 靠 液体 传导 ， 散 热 速 度 比 空气 快 ， 实 际 冷却 效果 更 好 。 

在 第 3 次 实验 中 ， 转 移 条 件 为 100 mA 18 h， 自 来 水 流水 浴 冷 却 。 印 迹 后 服 虫 有 
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30 kD M 35 kD 两 条 带 ，Hep 了 [ 仍 为 20 kD 1 Kt {图 2)}。 但 检查 转移 后 腊 和 胶 ， 结 果 
与 第 2 次 实验 相 比 无 明显 改进 。 看 来 是 转移 电流 不 够 大 而 不 是 转移 时 间 不 驶 长 。 
2.1.4 第 4 次 实验 在 (3) 的 基础 上 加 大 电流 

转移 条 件 为 200 mA 恒 流 18 h， 自 来 水 流水 浴 冷 却 。 印 迹 后 眼 虫 在 14—35 kD 之 间 
ASR, HepllA 20 kD 35 kD 两 条 带 (图 3)。 印 迹 结 果 明 显 有 改善 ， 但 35 kD 分 
子 量 以 上 始终 未 出 现 带 。 对 转移 后 膜 和 胶 的 检查 表明 ，、35 kD 以 上 的 蛋白 转移 得 仍 很 少 。 
21.5 小 结 从 上 看 出 用 12 吧 均一 分 高 胶 ， 高 电流 (400 mA) 转 移 。 时间 短 (2 h)， 转 移 蛋 
HETRE. MAK Sh. BAAR. ROB. ARERO mAj， 即 使 是 冷却 良好 ， 
长 时 间 转 移 (18 h)。 蛋 白 量 转移 也 不 够 。 用 中 强 电流 (200 mA), RUE A, KARE 
(18 h)， 低 分 子 量 蛋 白 转 移 量 有 明显 改进 ， 但 中 、 高 分 子 量 蛋白 的 转移 量 仍 无 明显 增加 。 





- 36D -一 
~ %6k0-—— 
~ 2040 一 一 
~ 20k2-—— 
oom 3 当 
图 1 第 2 次 改变 转移 条 件 后 图 2 第 3 次 改变 转移 条 件 后 图 3 ”第 4 次 改变 转移 条 件 后 
”的 印迹 结果 的 印迹 结果 的 印迹 结果 
Fig.l The immunoblotting Fig.2 The immunoblotting Fig. 3 The immnoblotting 
result after secondly 
wae result after thirdly result after fourthly 
modifying the condi- 
tions modifying the condi- modifying the con- 
a. 小 眼 虫 的 印迹 结果 {The im- tions ditions of transfer- 
munoblotting result of £ a- Hepl, ence 
gracilish : P b. ¢DIR ACE. gracilis), a. Heplls 
b Hepi Hab Xi < Hepll 转移 后 氨基 黑 10B 染 色 b, MIR h(E. gracilis) 


LOB 染色 、 稍 头 示 印 迹 阳 性 带 


{The immunoblotting result (The immunoblotting result of 


of human 五 epI cells, amin- Hepl cells. stained by amin- 
oblack 10B stained). oblack LOB). 
2.2 电泳 


上 述 结 果 说 明 在 我 们 的 系统 中 ， 使 用 12% 均 一 分 离 胶 时 。 低 分 子 量 蛋白 转移 的 量 随 
着 转移 电流 强度 和 转 称 时间 的 增加 而 增加 ， 和 但 是 中 、 高 分 子 量 的 蛋白 的 转移 受阻 得 。 这 可 
能 是 胶 浓 度 太 高 阻碍 转移 ， 因 为 在 一 定 凝 胶 孔 径 下 ， 分 子 量 越 大 的 蛋白 ， 转 移 效果 越 差 ; 
反之 对 一 定 分 子 量 的 蛋白 来 说 ， 凝 胶 请 度 越 小 ， 转 移 效 果 越 好 ( 范 培 昌 ，1989)。 

我 们 还 观察 到 用 省 酚 蓝 作 示 踪 齐 不 太 好 ， 因 染料 的 前 语 距 蛋白 样 唱 前 语 甚 远 ， 难 于 合 
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计 电泳 终止 时 间 。 在 实验 中 我 们 发 现 眼 虫 样品 的 色素 在 SDS-PAGE 中 访 成 很 宽 的 一 个 区 
带 ， 其 前 沿 与 澳 酚 蓝 的 相近 ， 后 缘 与 蛋白 样品 的 前 语 接 近 。 故 用 它 代替 溴 酚 蓝 作 示 踪 剂 效 
RE, 
221 第 1 次 实验 用 10% 的 均一 分 离 胶 印迹 
后 ， 眼 虫 和 五 ep 开除 了 图 3 中 的 阳性 带 外 ， 在 中 
等 分 子 量 区 域 又 出 了 1 RH (图 4)。 结 果 有 明显 
的 改进 ， 但 高 分 子 量 区 域 还 是 设 有 出 现 阳性 带 。 看 
来 胶 浓 度 需 要 进一步 降低 。 
2.2.2 第 2 次 实验 用 8%% 的 均一 分 离 胶印 迹 后 ， 
在 比 50 kD 更 高 的 分 子 量 区 域 ， 眼 虫 和 
ep 工分 别 又 出 现 了 RABAT (图 5), BR 
度 降 低 后 对 印迹 效果 的 改进 是 很 明显 的 ， 但 是 高 分 
子 量 区 域 仍 然 还 出 现 阳 性 反应 带 。 说 明 8% 的 胶 浓 
度 对 于 高 分 子 蛋白 的 转移 还 是 有 妨碍 、 如 果 在 8% 
基础 上 再 下 降 ， 可 能 会 影响 低 分 子 量 区 域 蛋 白带 的 ah PE rag 
PA AAN Tel te ER RBE & TAr REA m ý ae Bar eb of 
的 蛋白 分 子 。5% 的 胶 适 合 于 25—200 kD 的 时 electrophoresis 
A: 10% 的 胶 适合 于 10 一 70 kD ARÁ, 15% fy ARAB RRA, HBE 
胶 适 合 于 10—50 kD 的 蛋白 Weber 等 ，1975)。 HIFI SDS OBR (Thd pigment of Euglena Was 
因此 最 好 对 不 同 分 子 量 区 段 的 蛋白 采用 不 同 浓度 的 ter tronsference the membrane was treated to 
胶 分 离 。 采 用 非 均 一 胶 也 许 能 达到 这 种 效果 。 remove SDS}, 
22.3 第 3 次 实验 ”用 线性 梯度 分 离 胶 {用 5% 一 = Hepl HEGAN # BLOB E(The result of 
: Hepi cells. aminoblack 10B stained); b 和 

12 史 的 线性 梯度 分 离 胶 ，3 叹 的 该 缩 胶 )} 印 迹 后 眼 虫 c 分 别 为 FepI 和 小 眼 虫 的 印迹 结果 fThe im- 
和 Hepll 细胞 从 低 分 子 量 区 (20 kD) 到 高 分 子 量 munoblotting results of Hepl] cells and £. 
区 (140 kD) 都 出 了 若干 阳性 反应 带 〈 图 6)。 检 gash 
查 转 移 后 的 膜 ， 发 现 从 低 分 子 量 到 高 分 子 量 区 蛋白 
HLT. WHR RES, EE, HELER, ROKER ROSTER AA 
也 无 蛋白 扩散 的 小 点 存在 ， 说 明 转 移 比 较 充 分 。 用 梯度 胶 其 分 辩 率 高 ， 转 移 也 比较 充分 ， 
得 到 的 效果 比较 满意 。 
224 小 结 ”在 我 们 的 工作 系统 中 ， 使 用 3% aR, 5%—12%RABED BR. 
200 mA 转移 18 h 比较 适合 。 
23 FS RARER SDS 处 理 

经 过 SDS 电 谍 和 转移 后 的 蛋白 质 都 是 与 SDS 结合 的 。 为 了 避免 SDS 对 印迹 结果 的 
影响 ， 对 转移 后 的 樟 及 其 上 的 蛋白 作 处 理 以 尽 可 能 除去 SDS 是 必要 的 〈Symington 等 ， 
1981; De Blas 等 ，1983)。 对 于 除去 SDS-PAGE 后 蛋白 质 中 SDS 虽然 已 有 不 少 成 功 的 
方法 报道 ， 但 都 不 适合 我 们 实验 所 斋 。 我 们 采用 充分 漂洗 与 TritonX-100 处 理 相 结合 的 
办 法 。 即 先 用 单 忒 水 漂洗 3 次， 再 用 双 蒸 水 漂洗 3 kk, RAS 0.1%TritonX—-100 的 
TBS BW, 4CHKB, 30 min 换 1 次 液 ， 共 换 3 次 ， 用 TBS 洗 3 次 ， 每 次 5 min。 通 过 漂 
Bee RAINE A ERMA SDS HA. MBs TritonX—-100 溶液 的 温 泡 可 以 使 与 蛋白 质 结 
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合 的 部 分 SDS 除去 ， 因 为 两 种 去 垢 剂 之 间 彼 此 是 有 干扰 的 《Bowen %, 1980). B 4, 
5, 6 是 经 过 处 理 的 结果 。 








FAS 第 2 次 改变 电泳 条 伞 后 的 印迹 结果 图 6 ”第 3 次 改变 电泳 条 件 后 的 印迹 结果 
Fig.5 The immunoblotting result after Fig.6 The immunoblotting result after third- 
secondly modifying the condi- 
tions of electrophoresis 
a. Hepl 和 转 称 后 经 氨基 办 10B 染色 {The result of 
Hep] cells, aminoblack I0B stained) 
bb 和 ec DA Hep Fi-bR HAs El eR The 1m- 
munoblotting results of Hepi cells and £. 
gracilis). 


2.4 PA ARE 

Thean $ (1989) EXRARR, RRR PREM THM SARA 
影响 。 他 们 分 别 在 37. QCM ACRE PHBE, SRR, 37C TRA W REE, 
{AAR RE MERA DER, FRE FREED. EIZIE ACTER, H 
TTBS 中 的 Tween20 浓度 由 0.05% 改 为 0.1% 后 得 到 的 结果 特异 性 最 好 ， 本 底 最 低 。 因 此 
我 们 改 用 了 他 们 的 方法 ， 得 到 上 比较 满意 的 结果 (图 6)。 


3 改进 后 的 方法 


经 过 以 上 实验 摸索 出 了 对 我 们 的 研究 适合 的 免疫 印迹 技术 ; 
3.1 SDS-PAGE 
SDS-PAGE 以 Laemmli (1970) 的 方法 为 基础 作 如 下 修改 : 
3.1.1 RAR RRA 3%， 分 离 胶 用 5% 至 12%、15% 或 20% 的 线性 梯度 胶 ， 视 分 离 的 
组 分 而 定 。 
3.1.2 样品 用 Laemmli RRR. BATRA SDS， 沸 浴 加 热处理 15 min 以 
上 ， 视 样 晶体 积 而 定 。 
3.1.3 ” 隔 孔 上 样 ， 以 免 样 品 互 相 串 孔 ， 保 证 转移 的 淮 确 性 。 
3.1.4” 电 访 时 用 眼 虫 色素 为 示 踪 独 ， 以 其 后 缘 走 到 胶 板 底线 为 终止 电 访 的 标准 。 


ly modifying the conditions of 
electrophoresis 
a. “HER SCE. gracils); b. Hepi. 


Wl Se 


FRR HE ko 


HI FR 


ie SE ne. 
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3.2 ”转移 和 印迹 
以 Towbin A (1979) 的 方法 为 基础 作 下 列 改动 ， 
3.2.1 ”转移 用 200 mA 恒 流 18 h 左右 ， 用 自来水 流水 浴 冷 却 转 移 覃 。 
3.2.2 ”转移 后 的 膜 作 除 SDS 处 理 。 
3.3.3 ”封闭 、 一 抗 、 二 抗 钥 育 均 在 4 冰箱 内 过 夜 进行 。 许 泛 用 的 TBS、TTBS 均 事 先 预 
RA. 
我 们 已 用 修改 的 方法 对 一 些 低 等 生物 作 了 一 系列 的 着 丝 科 蛋白 研究 ， 另 有 专文 报道 。 
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MODIFICATIONS OF THE PROTEIN IMMUNOBLOTTING 
TECHNIQUES 


Wu Chuanfen? Dai Jialing® Li Jingyan® Wang Yongchao” 
(CD Dept, of Biology, Beijng Normal University, Beijng 100875) 
(DLaboratory of Cellular and Molecular Evolution Kunming inst. of Zool., 
the chinese Academy of Sciences, Kunming 650223) 


Abstract, 


The authors made some improvments of the protein immunoblotting techniques during 
studies on the centromere proteins in sone protists. The main modifications reported in this 
paper are as followings. 

1. Separating gels were modified from a uniform polyacrylamide gel of 12% to linear 
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gradient gels of $%-—12% (or 15%). stacking gel from 5% to 3%, and the separation of pro- 
tein bands in the gel was much improved. 
2. Traching dye was changed from bromphenol blue to the pigments in Euglena gracilis 
SDS-PAGE sample. and the proper electrophoresis stop can be conveniently determined. 
3. Electrophoretic transfer was changed from 400 mA, 3. 5 hurs to 200 mA. 17 hurs; the 
cooling of transfer from air in refrigerator of 4 degree centigrades to flowing water bath. so 
that the transfer was cooled more successfully. 
4. The NC memberanes were washed thoroughly with double distilled water, then treat- 
ed with with 0.1% Triton X—100-TBS after transfer, in order to remove SDS in the protein 
bands transfered. $ 
5. The incubation of antigen-antibody reactions were modified from RT or 37 degree 
centigrades, 1-2 hurs to 4 degree centigrades, thus the backgroung of blotting was much re- 
duced and the specificity of antigen-antibody reactions were much improved. 
Key words Western immunoblotting, Electorphoresis, Electrophoretic transfer 


